












threatened by  several environmental  stressors  including emerging pathogens. Honey bees have 
been  suggested  as  a  potential  source  of  pathogen  spillover. One  prevalent  pathogen  that  has 
recently emerged as a honey bee disease is the microsporidian Nosema ceranae. While the impacts of 
N.  ceranae  in  honey  bees  are well  documented,  virtually  nothing  is  known  about  its  effects  in 
solitary wild bees. The solitary mason bee Osmia bicornis is a common pollinator in orchards and 
amenable  to commercial management. Here, we experimentally exposed  larvae of O. bicornis  to 
food contaminated with N. ceranae and document spore presence during larval development. We 




individuals with  higher  head  capsule width  had  a  delayed  pupation  start. No  impact  on  the 
physiological  status  could  be  detected  in  hatched  imagines.  Although  we  did  not  find  overt 
evidence of O. bicornis infection, our findings indicate that exposure of larvae to viable N. ceranae 
spores could affect bee development. 




Pollination  provided  by  wild  and  domesticated  bees  is  essential  for  wild  flowers  and 
agricultural  crops.  Biodiversity  and  food  security  rely  on  pollinator  communities  [1–3].  Bee 
population  declines  have  been  reported  globally  [2,4–13].  Causes  for  decline  include  land  use 
changes,  habitat  loss,  and  fragmentation  [14],  pesticide  use  [15–17],  pathogens,  climate  change, 
invasive  species  [12,18–20],  or  the  interaction  of  several  factors  [18,21–27].  The  importance  and 
effectiveness of wild bee pollinators has increasingly been acknowledged in recent years [28]. These 
studies  have  emphasized  the  importance  of  a  diverse  community  for  pollination  provision  and 
ecosystem stability. Social bees such as honey bees and bumble bees are regularly used in pollination 
management, but only one genus of solitary bees  is currently used  in pollination management  in 
European  agriculture,  the  mason  bees  in  the  genus  Osmia  [29].  In  addition,  they  represent  an 
important group of wild pollinator species and this makes Osmia an interesting species to explore 
the effects of honey bee pathogens on solitary wild bees. 




year  [31–33].  The  ectoparasitic  mite  Varroa  destructor  and  the  viruses  it  transmits,  particularly 
deformed wing virus (DWV), are considered the major cause of elevated honey bee mortality [34–
41]. Over  the  last  two  decades,  the  emerging microsporidium Nosema  ceranae  has  also  become 
prevalent globally and has been shown to cause honey bee mortality [42–44], although the extent to 
which it is responsible for colony loss has been debated [45,46]. More recently, the wider risk posed 
by  N.  ceranae  to  sympatric  wild  bee  populations  has  been  explored,  with  studies  revealing 
transmission of the parasite to bumble bees [47–49] and solitary bees such as Osmia bicornis [50]. This 
indicates frequent transmission potential to a broad range of bee hosts [51]. 




Physiological  states  can  reveal  physiological  costs  due  to  an  activated  immune  system. 
However, the costs can also depend on the host life stage. 




We  addressed  the  following  questions:  (I) Does  exposure with N.  ceranae  cause  detectable 
establishment of  the pathogenin  the  larval stage of O. bicornis?  (II) Does exposure with N. ceranae 
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For  our  inoculation  suspension,  fresh Nosema  spores  from Apis mellifera were  required. We 
collected samples from several hives in and around Berlin and investigated pathogen presence. A 
gut of a bee was dissected and homogenized in 200 ml of NaCl (0.9%). One drop was investigated 
microscopically  (400×). If spores were present,  the solution was processed with  the DNeasy Plant 
Mini Kit  from Qiagen  (Hilden, Germany)  according  to  the manufacturer’s  instructions with  the 
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and analyzed with BLAST  to confirm  the  identity of  the pathogen.  If N. ceranae was detected, we 
chose the honey bees from one colony as spore source for the exposure experiment. 
Fresh  N.  ceranae  spore  suspension  for  use  in  exposure  experiments  were  maintained  in 
laboratory kept groups of A. mellifera workers. Honey bees were kept according  to Williams et al. 
[63]. After hatching, young honey bees were maintained  in  sterilized  cages  in  groups  of  50–200 
individuals  in a breeding chamber at 28 °C. For  the  inoculum, we used samples  from one of  the 















FFH‐area  Nuthe‐Nieplitz‐Niederung  (N52°21`59.6”,  E13°07’53.4”).  Eighteen  honey  bee  colonies 
from a beekeeper were located within a 250 m distance to the nest box. The hives had been at this 
location for several years. A nest box measuring 1.90 × 1.00 × 0.80 m was constructed. As nests, 60 
nest boards accommodating 10 nests  each were used with an acrylic, high  temperature  resistant 
cover  to  allow  experimental manipulation. The diameter of  the  entrance was  8 mm,  suitable  for 









(Schrank,  1781)  and Monodontomerus  obsoletus  (Fabricius)  or  the  parasitic  fly  Cacoxenus  indagator 























Head capsule width and  fresh body weight of  the hatched bee  larvae  (age 22–24 days) were 
taken as size measures. 


























































Differences  in  pupation  start  and  head  capsule  width  were  fitted  against  the  explanatory 
variable “treatment” (viable‐spore exposed/control). A linear multi factorial model was also fitted to 
the data with one‐way ANOVA. The  ‘pupation start’  (in days) as a response variable was  tested, 
using  treatment as a  fixed  factor and head capsule width as a co‐variable. For  the  larval dataset, 
ANOVA was applied using head capsule width as the response variable and using treatment as a 
fixed factor. 









Differences  between  groups  were  tested  using  general  linear  models.  The  analysis  of  the 
hatching  rate  included  all  144  samples.  For  analysis of physiological  states,  11  individuals were 
excluded from the dataset due to measurement erros resulting in N = 133. 
  





bees were  sampled  for use  in analyzing physiological  state/developmental  statistics,  respectively 
(Table 1). For analyzing mortality  from 1085 bees, a sample set of 915 was used. The sex ratio of 
sampled pharates was calculated  from 506  individuals  from  the pharate dataset  (140  female, 366 
male). The overall sex ratio for all sampled pharates was 1:2.6 (female:male), including those bees 
which were parasitized but sex could still be determined from the remains of the head capsule. Of 



















All bees  1,085  915  783  645  545 
Larvae        138  138  138 
Pharates        512  507  407 
Imagines      133  ‐  ‐ 
3.1. Mortality of Infected O. bicornis Larvae and Pharates 
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capsule width  73  4.304  0.0035  lm: anova 
pharate 
(history)    pupation start  treatment 
I: head 
capsule width  74  6.521  0.0005  lm: anova 
larva  head capsule 
width  treatment 
  133  6.632  0.011  lm: anova 
pharate  head capsule 
width  fresh weight  C: sex  499  950.1  < 0.001  regression 
pharate  head capsule 
width  cocoon weight  C: sex  499  956.4  < 0.001  regression 
pharate  Fresh weight  cocoon weight  C: sex  499  6.292e+04  < 0.001  regression 
pharate  weight 
difference  treatment  C: sex  500  3.934  0.0479  lm: anova 
















The  ANOVA  of  the  transformed  linear  model  revealed  a  significant  interaction  between 
treatment and head capsule width on the onset of pupation (F1,74 = 4.61, p = 0.035, Table 2, Figure 3, 
Table A4). 
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Figure  3.  Interaction  between  head  capsule width  and  pupation  start  of main  treatment  groups 
‘Control’ and ‘Spores’. 
3.4. Physiological State Imago 






linear model was  performed  that  showed  no  significant  differences  in  fat  content  between  the 
treatments in males (F79,81 = 0.257, p = 0.798) or females (F36,52 = 1.72, p = 0.0941). For tegulae size, the 
data were normally distributed  in males  (Shapiro‐Test  p =  0.3696)  and  females  (Shapiro‐Test  p = 
0.5313), but as above with fat body, a linear model indicated no significant difference between the 

















fatbody weight  males s/c  0.03255  glm  2753.3  79  0.257  0.798 
fatbody weight  females s/c  0.03404  glm  0.0025140  36  (−)1.72  0.0941 
tegulae distance  males s/c  0.3696  lm    79  0.4379  0.5101 
tegulae distance  females s/c  0.5313  lm    36  (−)1558  0.1281 
wing muscle weight  males s/c  0.01899  glm  0.00036717  76  (−)1360  0.178 
wing muscle weight  females s/c  1.03E‐04  glm  0.00055552  37  0.994  0.32667 
4. Discussion 
In our study on a solitary bee exposed to a honeybee pathogen during development, we found 
treatment‐dependent  life  history  responses  in  different  physiological  states.  We  detected  (1) 














challenge  resulted  in  decreased  survival  [54].  Furthermore,  it  has  been  shown  that  short‐term 
survival is traded off in order to ensure reproductive success in an ant queen [86]. 
We found only very few individuals with spores in the cohorts treated with viable spores. The 





the  larvae  taken  out  of  the  brood  cells  suggests  no  establishment  of  the  pathogen.  It  was 
demonstrated  in  honey  bees  that  some  individuals  exhibited  resistance  to  the  pathogen  by 
countering its manipulation of apoptosis and defecating the infected cells [90]. 








immune  challenge were  reported  in a variety of  studies  such as  in  the beet  armyworm  [97],  the 
tobacco caterpillar [98], and cabbage loopers [99]. 
(3) We found no difference in fat content between viable‐spore‐treated and control individuals 
in  the  hatched  imagines. Apart  from  energy  storage,  the  fat  body  has  an  essential  role  in  the 
immunity of  insects.  In response  to an  immune challenge,  lipids are mobilized  to  the haemolyph 
[100,101]. Lipids are suggested  to be used as an energy resource  in combating  the  infection or  in 
membrane biogenesis in haemocytes [102]. Consequently, variations in fat body mass might impact 
effectiveness of  immune  response. The present  study  suggests  that  exposure with viable Nosema 
spores does  not  result  in  impacts  on  the  investigated  physiological  state  parameters  of  hatched 
individuals.  Body  size,  measured  through  tegulae  distance,  did  not  differ  either.  Body  size  is 














investigation,  K.B.  (larvae,  pharate)  and  U.M.  (adults);  resources  J.R.,  D.M.;  data  curation,  K.B.; 
















Sum of larvae    whole larvae  separated larvae (body and gut) 
61  Control on food  15  18 
Control on larva  20  8 












3.52  0.30  2.40  4.11 
pupal weight (mg)  97.33  23.16  25.98  148.10 




3.05  0.26  2.26  3.96 
pupal weight (mg)  66.21  15.44  23.03  108.75 
fresh body weight  56.28  21.155  20.89  90.83 
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Table A3. Overview of measurements dependent on sex within the pharate dataset. 
Sex  Kind of Measurement  N  Mean  SD  Min  Max 
females 
head capsule width ʹCoʹ  59  3.54  0.28  2.40  4.03 
head capsule width ʹSpʹ  80  3.51  0.32  2.65  4.11 
pupal weight ʹCoʹ  59  97.59  21.91  25.98  131.12 
pupal weight ʹSpʹ  80  97.13  24.18  37.83  148.10 
fresh body weight ʹCoʹ  59  84.23  18.38  23.29  112.81 
fresh body weight    ʹSpʹ  80  84.22  20.08  34.01  125.80 
males 
head capsule width ʹCoʹ  193  3.06  0.27  2.26  3.96 
head capsule width ʹSpʹ  170  3.05  0.24  2.32  3.89 
pupal weight ʹCoʹ  193  64.78  15.10  23.03  108.75 
pupal weight ʹSpʹ  170  67.83  15.70  25.89  102.14 
fresh body weight ʹCoʹ  193  55.18  12.32  20.89  90.83 
fresh body weight    ʹSpʹ  170  57.53  12.78  22.43  85.92 
Table A4. dispersion of dataset history for the set of pupation start. 
Treatment  
Dataset/Treatment  N  Mean  SD  Min  Max 
Complete dataset  87  22.0  1.4  19  24 
Control 
Control on food  24  22.1  1.4  19  24 
Control on larva  23  21.5  1.3  19  24 
Control sum  47  21.8  1.4  19  24 
Spores 
Spores on food  28  22.5  1.5  19  24 
Spores on larva  12  21.8  0.5  21  22 
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difference  treatment  C: sex  500  3.934  0.0479 
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